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Beschreibung

Gebiet der Erfindung

[0001] Gegenstand der Erfindung sind konzentrierte Rhamnolipid-Zusammensetzungen sowie Verfahren zu ihrer
Herstellung.

Stand der Technik

[0002] Rhamnolipide sind grenzflaichenaktive Glykolipide und Stoffwechselprodukte bestimmter Mikroorganismen.
Sie verfligen lber besondere tensidische Eigenschaften, wie z.B. starke Schaumbildung und sind fiir verschiedenste,
technische Anwendungen interessant. Rhamnolipide kénnen sowohl mit Wildstdmmen als auch durch gentechnisch
veranderte Mikroorganismen hergestellt werden. Verfahren zur fermentativen Herstellung und Aufarbeitung von Rham-
nolipiden sind im Stand der Technik ausfiihrlich beschrieben, so z.B. in der US20130130319.

[0003] Tenside, die in kosmetische Formulierungen (z.B. Shampoos, Handwaschmittel), Haushaltsreiniger sowie Ge-
schirrspllmittel eingearbeitet werden, miissen bei gangigen Verarbeitungstemperaturen in flissiger Form vorliegen, um
die Verarbeitung Uber Rohrleitungssysteme und Pumpen beim Hersteller solcher Produkte zu gewahrleisten. Die Vis-
kositat sollte hierbei gering sein, um eine einfache und zuverlassige Férderung sicherzustellen. Gleichzeitig ist hierbei
trotzdem eine méglichst hohe Tensidkonzentration erwiinscht, um umweltfreundliche Formulierungen mit einem geringen
Wassergehalt herstellen zu kdnnen. Gleichzeitig soll der Viskositatsabfall bei Verdiinnung mit Wasser so gering wie
moglich gehalten werden, weil die formulierten Endprodukte wie z.B. Shampoos, Handwaschmittel und Waschmittel
eine ausreichende Viskositat aufweisen sollen, um fir den Anwender besser handhabbar zu sein.

[0004] Aus der Literatur sind keine Rhamnolipid enthaltenden Zusammensetzungen bekannt, die diesen Anforderun-
gen entsprechen.

[0005] Bei den aus der Literatur bekannten und den auf dem Markt verfligbaren Produktformen, handelt es sich
entweder um Feststoffe die lber verschiedene Verfahren in mehr oder weniger reiner Form isoliert wurden (z.B. Ent-
fernung eines Lésungsmittels durch Trocknung), um reine Produkte, die in geringer und mittlerer wassriger Konzentration
vermarktet werden (z.B. bis 25 Gew. %), oder um flissige Produkte bei denen die Hauptkomponente(n) aus der Fer-
mentation stammendes Pflanzenél bzw. Abbauprodukte des Pflanzendls ist/sind. Bei diesen handelt es sich somit um
Rhamnolipid Lésungen in einer Olphase, und die entsprechenden Produkte haben den entscheidenden Nachteil, dass
sie nur noch sehr schlecht schaumen und somit fiir eigentliche tensidische Anwendungen uninteressant sind.

[0006] Aus der DE4237334A1 ist weiterhin eine hochkonzentrierte Produkiform bekannt, die durch ein besonders
einfaches Verfahren zur Aufreinigung und Aufkonzentrierung von Rhamnolipiden erhalten werden kann. Hierbei wird
das RL durch Ansduern auf pH =3 aus einer Fermentationsbriihe ausgefallt und der entsprechende RL Feststoff kann
durch Zentrifugation aufkonzentriert werden. Hierbei werden Feststoffsuspensionen bzw. Pasten mit einem hohen Rham-
nolipid-Feststoffgehalt von 30 bis 40 Gew.-% und sehr hoher Viskositat erhalten.

[0007] Abdel-Mawgoud et al. in Appl Biochem Biotechnol. 2009 May;157(2):329-45 beschreiben ein dhnliches Ver-
fahren.

[0008] Die derart erhaltenen Feststoffdispersionen sind fir eine industrielle, groRtechnische Weiterverarbeitung, wie
z.B. Herstellung von Formulierungen fiir Shampoos und Haushaltsreiniger ungeeignet, da sie sich fiir eine Férderung
mit Ublicherweise eingesetzten Pumpen aufgrund ihrer hohen Viskositat und ihrer Inhomogenitat nicht eignen.

[0009] DE102012221519A1 beschreibt ein Verfahren zur Gewinnung von Rhamnolipiden mit hervorragenden Schau-
meigenschaften, bei dem wassrige Rhamnolipidlésungen mit einem pH-Wert von 7 und einer Konzentration von ca. 50
Gew.-% erhalten werden. Ein Nachteil diese Produktform ist der unerwiinschte, sehr starke Viskositatsabfall bei Ver-
dinnung. Ein weiterer Nachteil ist die im Neutralen verringerte mikrobiologische Stabilitat

[0010] Aufgabe der Erfindung war es, hochkonzentrierte und niedrigviskose Rhamnolipid enthaltende Zusammenset-
zungen bereitzustellen. Diese sollen weiterhin eine méglichst niedrige lonenstarke aufweisen und eine Verdiinnung mit
Wasser soll zu méglichst geringen Viskositatsanderungen fiihren.

Beschreibung der Erfindung

[0011] Uberraschenderweise wurde gefunden, dass besonders hochkonzentrierte und gleichzeitig niedrigviskose
Rhamnolipid enthaltende Zusammensetzungen durch eine teilweise Neutralisation einer hochkonzentrierten und hoch-
viskosen, sauren Rhamnolipid Feststoffsuspension/paste zu erhalten sind. Diese Zusammensetzungen zeigen Uberra-
schenderweise bei Verdiinnung mit Wasser einen geringeren Viskositatsabfall als vollstdndig neutralisierte Zusammen-
setzungen. Fir die Neutralisation kénnen anorganische und organische Basen eingesetzt werden. Gegenstand der
vorliegenden Erfindung sind daher wassrige Zusammensetzungen enthaltend hohe Konzentrationen von Rhamnolipi-
den.
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[0012] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von wassrigen Zusammensetzungen
enthaltend hohe Konzentrationen von Rhamnolipiden.

[0013] Ein Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, dass die lonenstarke der Rhamnolipid enthaltenden Zusammenset-
zungen klein gehalten werden kann. Hierdurch wird dem Formulierer entsprechende Flexibilitat bei der nachtraglichen
Anpassung des pH-Wertes und des Salzgehaltes der finalen Endformulierung gelassen.

[0014] EinweitererVorteilder vorliegenden Erfindungist, dass die Zusammensetzungen eine erhéhte mikrobiologische
Stabilitét aufweisen.

[0015] Noch ein Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, dass die Zusammensetzungen einfacher verdiinnbar sind.
[0016] Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, dass die Zusammensetzungen mit anderen Tensiden gut
mischbar sind.

[0017] Noch ein Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, dass die Zusammensetzungen die Formulierung konzentrierter
Tensidendformulierungen ("concentrates”) ermoéglichen. Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, dass die
Zusammensetzungen aufgrund ihrer hohen Konzentration eine verringerte Schaumtendenz aufweisen, und somit Trans-
port und Férderung vereinfacht werden.

[0018] Noch ein Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, dass die Zusammensetzungen eine einfache Einarbeitung
hydrophober Komponenten wie z. B. Ole erlauben.

[0019] Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, dass die Zusammensetzungen eine hohe Lagerstabiliat
aufweisen.

[0020] Noch ein Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, dass die Zusammensetzungen bei Verdiinnung mit Wasser
keine extremen Viskositatsspriinge durchlaufen.

[0021] Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, dass die Zusammensetzungen bei ihrer Herstellung und
ihrem Transportin Rohrleitung geringere Verschmutzungen verursachen und iberdies hinaus eine einfachere Reinigung
ermoglichen.

[0022] Noch ein Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, dass die Zusammensetzungen zu ihrem Transport einen ge-
ringeren Energiebedarf zum Transport erfordern.

[0023] Beansprucht wird eine Zusammensetzung enthaltend

30 Gew.-% bis 70 Gew.-%, bevorzugt 35 Gew.-% bis 60 Gew.-%, besonders bevorzugt

40 Gew.-% bis 50 Gew.-%, mindestens eines Rhamnolipides und

30 Gew.-% bis 70 Gew.-%, bevorzugt 40 Gew.-% bis 65 Gew.-%, besonders bevorzugt

50 Gew.-% bis 60 Gew.-%, Wasser

wobei sich die Gewichtsprozente auf die Gesamtzusammensetzung beziehen, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-
Wert der Zusammensetzung bei 25 °C von 5,5 bis < 7,0, bevorzugt von 5,6 bis 6,2, besonders bevorzugt von 5,6 bis
6,0, betragt.

[0024] Unter dem Begriff "Rhamnolipid" im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden Rhamnolipide,
deren protonierten Formen sowie insbesondere deren Salze mitumfasst.

[0025] Unter dem Begriff "Rhamnolipid" im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden insbesondere
Mischungen aus Verbindungen der allgemeinen Formel (I) und deren Salze verstanden,
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0 LLOH

Formel (I)
wobei
m =2, 1 oder 0,
n=1oder0,

R' und R2 = unabhangig voneinander gleicher oder verschiedener organischer Rest mit 2 bis 24, bevorzugt 5 bis 13
Kohlenstoffatomen, insbesondere gegebenenfalls verzweigter, gegebenenfalls substituierter, insbesondere hydroxy-
substituierter, gegebenenfalls ungesattigter, insbesondere gegebenenfalls einfach, zweifach oder dreifach ungesattigter,
Alkylrest, bevorzugt solcher ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Pentenyl, Heptenyl, Nonenyl, Undecenyl und
Tridecenyl und (CH,),-CH3 mit o = 1 bis 23, bevorzugt 4 bis 12.

[0026] Falls n = 1 ist die glykosidische Bindung zwischen den zwei Rhamnoseeinheiten bevorzugt in der a-Konfigu-
ration. Die optisch aktiven Kohlenstoffatome der Fettsduren liegen bevorzugt als R-Enantiomere vor (z.B. (R)-3-{(R)-
3-[2-O-(a-L-rhamnopyranosyl)-o-L-rhamnopyranosylloxydecanoyl}oxydecanoate).

[0027] Unter dem Begriff "di-Rhamnolipid” im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden Verbindungen
der allgemeinen Formel (I) oder deren Salze verstanden, bei denen n = 1.

[0028] Unter dem Begriff "mono-Rhamnolipid" im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden Verbindun-
gen der allgemeinen Formel (I) oder deren Salze verstanden, bei denen n = 0.

[0029] Distinkte Rhamnolipide werden gemafl folgender Nomenklatur abgekiirzt: Unter "diRL-CXCY" werden di-Rham-
nolipide der allgemeinen Formel (1) verstanden, bei denen einer der Reste R und R2 = (CH,),-CH3 mit 0 = X-4 und der
verbleibende Rest R oder R2 = (CH,),-CH5 mit 0 = Y-4.

[0030] Unter "monoRL-CXCY" werden mono-Rhamnolipide der allgemeinen Formel () verstanden, bei denen einer
der Reste R! und R2 = (CH,),-CH3 mit o = X-4 und der verbleibende Rest R oder R2 = (CH,),-CH3 mit 0 = Y-4.
[0031] Die verwendete Nomenklatur unterscheidet somit nicht zwischen "CXCY" und "CYCX". Fiir Rhamnolipide mit
m=0 wird entsprechend monoRL-CX bzw. diRL-CX verwendet. Ist einer der oben genannten Indices X und/oder Y mit
"Z" versehen, so bedeutet dies, dass der jeweilige Rest R! und/oder R2 = ein unverzweigter, unsubstituierter Kohlen-
wasserstoffrest mit X-3 bzw. Y-3 Kohlenstoffatomen aufweisend Z Doppelbindungen darstellt.

[0032] Der "pH-Wert" im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ist definiert als der Wert, welcher fir die
entsprechende Zusammensetzung bei 25 °C nach finf Minuten Rihren mit einer gemag 1ISO 4319 (1977) kalibrierten
pH-Elektrode gemessen wird. Alle angegebenen Prozent (%) sind, wenn nicht anders angegeben, Massenprozent. Zur
Bestimmung des Gehaltes an Rhamnolipiden im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird lediglich die Masse
des Rhamnolipid-Anions, somit "allgemeinen Formel (I) abztglich ein Wasserstoff" berticksichtigt.

[0033] Zur Bestimmung des Gehaltes an Rhamnolipiden im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden
alle Rhamnolipide durch Ansduern in die protonierte Form (vgl. allgemeine Formel (l)) Gberfihrt und mittels HPLC
quantifiziert.

[0034] Die in den erfindungsgemafen Formulierungen enthaltenen Rhamnolipide liegen aufgrund des gegebenen
pH-Wertes mindestens teilweise als Salz vor.

[0035] In erfindungsgemal bevorzugten Zusammensetzungen sind die Kationen der enthaltenen Rhamnolipid-Salze,
ausgewahlt aus der Gruppe umfassend, bevorzugt bestehend aus, Lit, Na*, K*, Mg2*, Ca2*, A, NH,*, primare Am-
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moniumionen, sekundare Ammoniumionen, tertidre Ammoniumionen und quaterndre Ammoniumionen.

[0036] Beispielhafte Vertreter von geeigneten Ammoniumionen sind Tetramethylammonium, Tetraethylammonium ,
Tetrapropylammonium, Tetrabutylammonium und [(2-Hydroxyethyl)trimethylammonium] (Cholin) sowie die Kationen
von 2-Aminoethanol (Ethanolamin, MEA), Diethanolamin (DEA), 2,2’,2"-Nitrilotriethanol (Triethanolamin, TEA), 1-Ami-
nopropan-2-ol (Monoisopropanolamin), Ethylendiamin, Diethylentriamin, Triethylentetramin, Tetraethylenepentamine,
1,4-Diethylendiamin (Piperazin), Aminoethylpiperazin und Aminoethylethanolamin.

[0037] Es kénnen auch Mischungen der vorgenannten Kationen als Kationen der enthaltenen Rhamnolipid-Salze
erfindungsgeman vorliegen.

[0038] Besonders bevorzugte Kationen, sind ausgewahlt aus der Gruppe umfassend, bevorzugt bestehend aus Na*,
K*, NH4* und das Triethanolammonium-Kation.

[0039] Die Gesamtmenge der vorgenannten Kationen macht bevorzugt 70 Gew.-% bis 99 Gew.-%, besonders bevor-
zugt 80 Gew.-% bis 90 Gew.-%, aller in der Zusammensetzung enthaltenen Kationen ohne H* und H;0* aus.

[0040] Bevorzugte erfindungsgemafie Zusammensetzungen enthalten 50 Gew.-% bis 99 Gew.-%, bevorzugt 70 Gew.-
% bis 95 Gew.-%, besonders bevorzugt 85 Gew.-% bis 90 Gew.-%, Rhamnolipid-Anionen, wobei sich die Gew.-% auf
alle in der Zusammensetzung enthaltenen Anionen ohne OH- beziehen.

[0041] In besonders bevorzugten erfindungsgemalen Zusammensetzungen enthalt die Gesamtrockenmasse 40
Gew.-% bis 98 Gew.-%, bevorzugt 50 Gew.-% bis 95 Gew.-%, besonders bevorzugt 60 Gew.-% bis 90Gew.-%, Rham-
nolipide, wobei sich die Gewichtsprozente auf die Gesamttrockenmasse beziehen.

[0042] In erfindungsgemal bevorzugten Zusammensetzungen liegen mindestens 60 Gew.%, bevorzugt mindestens
80 Gew.-%, besonders bevorzugt mindestens 95 Gew.-% der Rhamnolipide in geldster Form vor, wobei sich die Ge-
wichtsprozent auf die Gesamtmenge an Rhamnolipiden beziehen.

[0043] Gemessen wird dies durch HPLC Analyse des gesamten Rhamnolipids vor und nach Filtration durch einen 0,2
wm Spritzenfilter, wobei die Menge an Rhamnolipiden im Eluat der Menge geléster Rhamnolipide entspricht.

[0044] Es ist erfindungsgemal bevorzugt, dass die Zusammensetzungen 51 Gew.-% bis 95 Gew.-%, bevorzugt 70
Gew.-% bis 90 Gew.-%, besonders bevorzugt 75 Gew.-% bis 85 Gew.-%, diRL-C10C10 enthalten, wobei sich die
Gewichtsprozente auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen.

[0045] Es ist erfindungsgemal bevorzugt, dass die Zusammensetzungen 0,5 Gew.-% bis 9 Gew.-%, bevorzugt 0,5
Gew.-% bis 3 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,5 Gew.-% bis 2 Gew.-%, monoRL-C10C10 enthalten, wobei sich die
Gewichtsprozente auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen.

[0046] Bevorzugte erfindungsgeméfle Zusammensetzungen sind dadurch gekennzeichnet, dass das Gewichtsver-
haltnis von allen enthaltenen di-Rhamnolipiden zu allen enthaltenen mono-Rhamnolipiden gréRer 51:49, insbesondere
gréRer 91:9, bevorzugt gréfRer 97:3, besonders bevorzugt gréRer 98:2, ist.

[0047] Es ist erfindungsgemaRl bevorzugt, dass die Zusammensetzungen 0,5 bis 25 Gew.-%, bevorzugt 5 Gew.-%
bis 15 Gew.-%, besonders bevorzugt 7 Gew.-% bis 12 Gew.-%, diRL-C10C12 enthalten, wobei sich die Gewichtsprozente
auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen.

[0048] Es ist erfindungsgemal bevorzugt, dass die Zusammensetzungen 0,1 Gew.-% bis 5 Gew.-%, bevorzugt 0,5
Gew.-% bis 3 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,5 Gew.-% bis 2 Gew.-%, monoRL-C10C12 und/oder, bevorzugt und, 0,1
Gew.-% bis 5 Gew.-%, bevorzugt 0,5 Gew.-% bis 3 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,5 Gew.-% bis 2 Gew.-%, monoRL-
C10C12:1, enthalten, wobei sich die Gewichtsprozente auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen.
[0049] Besonders bevorzugte erfindungsgemafie Zusammensetzungen sind dadurch gekennzeichnet, dass sie

0,5 Gew.-% bis 15 Gew.-%, bevorzugt 3 Gew.-% bis 12 Gew.-%, besonders bevorzugt 5 Gew.-% bis 10 Gew.-%, diRL-
Cc10C12:1,

0,5 bis 25 Gew.-%, bevorzugt 5 Gew.-% bis 15 Gew.-%, besonders bevorzugt 7 Gew.-% bis 12 Gew.-%, diRL-C10C12,
0,1 Gew.-% bis 5 Gew.-%, bevorzugt 0,5 Gew.-% bis 3 Gew.-%, besonders bevorzugt

0,5 Gew.-% bis 2 Gew.-%, monoRL-C10C12 und

0,1 Gew.-% bis 5 Gew.-%, bevorzugt 0,5 Gew.-% bis 3 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,5 Gew.-% bis 2 Gew.-%,
monoRL-C10C12:1,

enthalten, wobei sich die Gewichtsprozente auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen.

[0050] Es ist Uberdies hinaus bevorzugt, wenn die erfindungsgemafle Zusammensetzung Rhamnolipide der Formel
monoRL-CX bzw. diRL-CX in nur kleinen Mengen enthélt. Insbesondere enthalt die erfindungsgemale Zusammenset-
zung bevorzugt 0 Gew.-% bis 5 Gew.-%, bevorzugt 0 Gew.-% bis 3 Gew.-%, besonders bevorzugt 0 Gew.-% bis 1 Gew.-
%, diRLC10, wobei sich die Gewichtsprozente auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen, und unter dem
Begriff "0 Gew.-%" keine nachweisbare Menge zu verstehen ist.

[0051] Es ist erfindungsgemaR bevorzugt, dass die erfindungsgemalen Zusammensetzungen im Wesentlichen frei
von fettem Ol (bei 20 °C fliissigen Acylglycerolen) sind und somit insbesondere weniger als 0,5 Gew.-%, insbesondere
weniger als 0,1 Gew.-%, besonders bevorzugt keine nachweisbaren Mengen, fettes Ol bezogen auf die gesamte Zu-
sammensetzung enthalten.

[0052] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung einer L6sung von Rham-
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nolipiden umfassend die Schritte

a) Bereitstellen einer Zusammensetzung enthaltend

30 Gew.-% bis 70 Gew.-%, bevorzugt 35 Gew.-% bis 60 Gew.-%, besonders bevorzugt

40 Gew.-% bis 50 Gew.-%, mindestens eines Rhamnolipides wobei sich die Gewichtsprozente auf die Gesamtzu-
sammensetzung beziehen, mit einem pH-Wert bei 25 °C von pH 1 bis pH 5, bevorzugt von pH 2,5 bis 4,0, besonders
bevorzugt von pH 3,0 bis pH 3,5

b) Einstellen des pH-Wertes der Zusammensetzung auf von pH 5,5 bis pH < 7,0, bevorzugt auf von pH 5,6 bis pH
6,2, besonders bevorzugt auf von pH 5,6 bis pH 6,0

und

c) Einstellen des Wassergehaltes der Gesamtzusammensetzung auf

30 Gew.-% bis 70 Gew.-%, bevorzugt 40 Gew.-% bis 65 Gew.-%, besonders bevorzugt

50 Gew.-% bis 60 Gew.-%, Wasser

und des Rhamnolipidgehaltes der Gesamtzusammensetzung auf 30 Gew.-% bis 70 Gew.-%, bevorzugt 35 Gew.-
% bis 60 Gew.-%, besonders bevorzugt 40 Gew.-% bis 50 Gew.-%, Rhamnolipide,

wobei sich die Gewichtsprozente auf die Gesamtzusammensetzung beziehen.

[0053] Erfindungsgemal bevorzugt liegt das Rhamnolipid in der in Verfahrensschritt a) bereitgestellten Zusammen-
setzung mindestens teilweise dispers vor.

[0054] Unter dem Begriff "dispers vorliegen" im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung, wird verstanden,
dass visuell oder lichtmikroskopisch identifizierbare Rhamnolipidaggregate vorliegen, die bei Verdiinnung mit Wasser
unter Beibehaltung des pH-Wertes auf 10 Gew.-% Rhamnolipid im Schwerefeld der Erde sedimentieren.

[0055] Insbesondere werden in Verfahrensschritt a) Zusammensetzungen bereitgestellt, die eine Viskositat von 3 bis
15, bevorzugt von 5 bis 10, besonders bevorzugt von 6 bis 8 Pas, gemessen in einem Rheometer bei einer Scherrate
von 10 s-!, aufweisen.

[0056] Ein erfindungsgemaf bevorzugtes Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass in Verfahrensschritt b) der pH-
Wert durch Zugabe einer organischen oder anorganischen Base, bevorzugt in konzentrierter Form, eingestellt wird.
[0057] Unter dem Begriff "Base in konzentrierter Form" im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung, wird
verstanden, dass die Base in Form einer Zusammensetzung zugegeben wird, die mindestens 60 Gew.-%, insbesondere
mindestens 80 Gew.-% Base enthalt, wobei sich die Gewichtsprozente auf die zugegebene Gesamtzusammensetzung
beziehen.

[0058] In dem erfindungsgemaRen Verfahren werden bevorzugt Basen ausgewahlt aus der Gruppe umfassend, be-
vorzugt bestehend aus Alkali- und Erdalkalimetallhydroxiden wie NaOH, KOH, Mg(OH),, Ca(OH),; Al(OH)5, NH,OH,
primdre Amine, sekunddre Amine, tertidre Amine und quarterndre Amine eingesetzt.

[0059] Beispielhafte Vertreter von geeigneten Aminen sind 2-Aminoethanol (auch Ethanolamin, MEA), Diethanolamin
(auch DEA), 2,2’,2"-Nitrilotrietanol (auch Triethanolamin, TEA), 1-Aminopropan-2-ol (auch Monoisopropanolamin), [(2-
Hydroxyethyl)trimethylammonium] (auch Cholin) Ethylendiamin, Diethylentriamin, Triethylentetramin, Tetraethylenep-
entamine, 1,4-Diethylendiamin (auch Piperazin), Aminoethylpiperazin, Aminoethylethanolamin, , Tetramethylammoni-
umhydroxid, Tetraethylammoniumhydroxid , Tetrapropylammoniumhydroxid, Tetrabutylammoniumhydroxid, wobei 2-
Aminoethanol (auch Ethanolamin, MEA), Diethanolamin (auch DEA), 2,2’,2"-Nitrilotrietanol (auch Triethanolamin, TEA),
1-Aminopropan-2-ol (auch Monoisopropanolamin) und (2-Hydroxyethyl)trimethylammonium (auch Cholin) bevorzugt
eingesetzt werden. Besonders bevorzugte Basen sind NaOH, KOH, NH3, NH,OH und Triethanolamin.

[0060] Es kdénnen auch Mischungen der vorgenannten Basen erfindungsgemaf eingesetzt werden.

[0061] Werden in dem erfindungsgemafien Verfahren in Verfahrensschritt a) hochviskose Pasten enthaltend Rham-
nolipide bereitgestellt, so kénnen vorteilhaft in Verfahrensschritt b) und/oder ¢) Mischapparaturen wie z.B. Extruder
eingesetzt werden.

[0062] Aus den erfindungsgemaRen Formulierungen und den Lésungen erhaltlich nach dem erfindungsgemafen
Verfahren lassen sich durch beispielsweise Wasserentfernung neue Salze von Rhamnolipiden isolieren.

[0063] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit Salze mindestens eines Rhamnolipides, da-
durch gekennzeichnet, dass es mindestens ein Kation enthalt, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend, bevorzugt be-
stehend aus, Lit, K*, Mg2*, Ca2*, AR+, NH,4*, primdre Ammoniumionen, sekunddre Ammoniumionen, tertidre Ammoni-
umionen und quaterndre Ammoniumionen.

[0064] Bevorzugt enthalten die erfindungsgeméafRen Salze zu mindestens 50 Gew.-%, bevorzugt mindestens 70 Gew.-
%, besonders bevorzugt mindestens 95 Gew.-% das mindestens eine Kation, wobei die Gewichtsprozente sich aus
dem Gewicht des Gesamtsalzes "Rhamnolipid-Anion plus Kation" ergeben und sich auf das gesamte Salz beziehen.
[0065] Beispielhafte Vertreter von geeigneten Ammoniumionen sind Tetramethylammonium, Tetraethylammonium ,
Tetrapropylammonium, Tetrabutylammonium und [(2-Hydroxyethyl)trimethylammonium] (Cholin) sowie die Kationen
von 2-Aminoethanol (Ethanolamin, MEA), Diethanolamin (DEA), 2,2’,2"-Nitrilotriethanol (Triethanolamin, TEA), 1-Ami-
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nopropan-2-ol (Monoisopropanolamin), Ethylendiamin, Diethylentriamin, Triethylentetramin, Tetraethylenepentamine,
1,4-Diethylendiamin (Piperazin), Aminoethylpiperazin und Aminoethylethanolamin.

[0066] Besonders bevorzugte Kationen, sind ausgewahlt aus der Gruppe umfassend, bevorzugt bestehend aus Li*,
A3+ NH4* und das Triethanolammonium-Kation.

[0067] Bevorzugte erfindungsgemale Rhamnolipidsalze weisen beziiglich ihnrer Rhamnolipid-Zusammensetzung hin-
sichtlich mono-, di- und Fettsdurengehalt die oben als bevorzugt in den erfindungsgemaRen Zusammensetzungen
enthalten genannten Rhamnolipide auf.

[0068] In den nachfolgend aufgefiihrten Beispielen wird die vorliegende Erfindung beispielhaft beschrieben, ohne
dass die Erfindung, deren Anwendungsbreite sich aus der gesamten Beschreibung und den Anspriichen ergibt, auf die
in den Beispielen genannten Ausfiihrungsformen beschrankt sein soll.

Beispiele:
Charakterisierung der Produkte
Quantifizierung von Rhamnolipiden mittels Hochleistungsfilissigchromatographie (HPLC)

[0069] Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC. Als Kalibrierstandard wurde jeweils die Sdureform der verschiedenen
Rhamnolipidspezies verwendet, die chromatographische Auftrennung erfolgte ebenfalls unter sauren Bedingungen.
Dies flihrt dazu, dass alle RL Komponenten in eine Probe als Saureform quantifiziert werden.

[0070] Fir die Probenvorbereitung wurde mit einer Verdrangerpipette (Combitip) in einem 2 ml-Reaktionsgefal 1 ml
Aceton vorgelegt und das Reaktionsgefal zur Minimierung von Verdunstung unmittelbar verschlossen. Es folgte die
Zugabe von 1 ml Rhamnolipid-haltiger Probe, die zuvor nach Bedarf verdiinnt worden war. Nach Vortexen wurde die
Mischung fiir 3 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert, und 800 pl des Uberstands in ein HPLC-GefaR tberfiihrt.

[0071] Zum Nachweis und zur Quantifizierung von Rhamnolipiden wurde ein Evaporative Light Scattering Detektor
(Sedex LT-ELSD Model 85LT) benutzt. Die eigentliche Messung wurde mittels Agilent Technologies 1200 Series (Santa
Clara, Kalifornien) und der Zorbax SB-C8 Rapid Resolution Saule (4,6 x 150 mm, 3,5 um, Agilent) durchgefiihrt. Das
Injektionsvolumen betrug 5 wl und die Laufzeit der Methode 20 min. Als mobile Phase wurde wassrige 0,1 % TFA
(Trifluor-Essigsaure, Lésung A) und Methanol (L6sung B) verwendet. Die Sdulentemperatur betrug 40 °C. Als Detektoren
dienen der ELSD (Detektortemperatur 60 °C) und der DAD (Diodenarray, 210 nm). Der in der Methode verwendete
Gradient war:

t [min] | Lésung B vol.-% | Fluss [ml/min]
0,00 70% 1,00
15,00 100% 1,00
15,01 70% 1,00
20,00 70% 1,00

Viskositdtsmessungen

[0072] Die Messung der Viskositat erfolgt mit Hilfe eines Rheometers (MCR 302, Anton Paar Germany) in einem
Platte-Platte Messsystem. Die obere Platte hatte einen Durchmesser von 40 mm, der Spaltabstand betrug 0,5 mm,
Messtemperatur war 25°C. Es wurde im Scherratenbereich von 0.1 -100 s-1 gemessen.

Beispiel 1: Herstellung einer hochkonzentrierten RL-L&sung:

[0073] Eine Fermentation mit einem die Rhamnolipid-Biosynthesegene RhIA, RHIB und RhIC enthaltenden Pseudo-
monas putida Stamm pBBR1MCS2-Plac-rhIABC-T-Ptac-rhiC-T, deren Herstellung in US2014296168 beschrieben ist,
wurde durchgefiihrt. Die Vorkultur im Schiittelkolben wurde wie in W0O2012013554A1 beschrieben durchgefiihrt. Fir
die Hauptkultur kam ebenfalls ein Mineralmedium (M9) zum Einsatz. Die Fermentation wurde kohlenstofflimitiert Giber
eine Glukosezufitterung in einem 2 Liter Fermenter gefiihrt. Die Glukosezufiitterung erfolgt anhand des Gel6stsauer-
stoffsignals. Der Gelostsauerstoff wurde bei 20 % Sattigung uber die Rihrerdrehzahl reguliert. Der pH-Wert wird tber
eine pH Elektrode und Zugabe von NH,SO, auf 7 reguliert. Um das Uberschdumen der Fermentationsbriihe zu verhin-
dern, wurde der Entschdumer DOW Corning 1500 bei Bedarf zudosiert. Die Fermentation wurde tber 4 Tage bis zu
einer Biotrockenmasse von 15 g/l gefiihrt. Die Rhamnolipidkonzentration wurde Gber HPLC ermittelt und betrug 9,8 g/l.
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Nach Abtrennen der Zellen mittels Zentrifugation bei 10.000 g wurde die Fermentationsbriihe durch Zugabe konzentrierter
H,SO, auf einen pH-Wert von 3,1 eingestellt. Durch erneute Zentrifugation bei 500 g wurde ein pastéses Feststoff-
Konzentrat mit einem RL-Anteil von 45 Gew. % und mit einer Viskositat von > 10.000 mPas erhalten.

Beispiel 2: Teilneutralisation mit KOH:

[0074] Unter stdndigem Rihren wurde eine 50 gew.-%ige wéassrige KOH Ldsung zur pastdsen Suspension des auf-
konzentrierten Rhamnolipidprazipitats (vgl. vorheriges Beispiel) gegeben und ein pH-Wert von 5, eingestellt. Hierbei
kam es zur Verflissigung der pastdésen Masse die mit einem starken Viskositatsabfall einherging. Aus der Suspension
wurde eine klare Lésung. Von dieser Losung wurde 3 Teile abgenommen und durch weitere KOH Zugabe jeweils auf
pH =6, pH =7 und pH = 8,5 eingestellt. Nach Einstellung der pH-Werte der L6sungen wurde diese durch Wasserzugabe
auf 50 Gew %, 40 Gew %, 30 Gew.%, 20 Gew% und 10 Gew% Rhamnolipid eingestellt und fir Viskositdtsmessungen
verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. Es wurde festgestellt, dass durch die Teilneutralisation ein
wesentlich dunnfliissigeres, aber hochkonzentriertes Produkt erhalten werde konnte. Gleichzeitig kam es bei den pH-
Werten 5,6 und 6 zu einem wesentlich geringeren Viskositdtsabfall beim Verdliinnen der Lésungen als bei den pH-
Werten 7 und 8,5.

Tabelle 1: Viskositat (Pas, Scherrate 10 1/s) von Rhamnolipidzusammensetzungen in Abhangigkeit von
Rhamnolipidkonzentration (Gew. %) und pH-Wert. Die durch * gekennzeichneten Formulierungen sind
erfindungsgeman, da hierbei die Viskositat bei hoher Konzentration gering ist und der Viskositatsabfall bei Verdiinnung
mit Wasser ebenfalls am geringsten ist (vergleiche die jeweiligen Viskositaten bei 10 % und 20 %).

10% 20% 30% 40% 50%
pH 3,5 - - - 6,04
pH 5.6 0,114 0,406 0,593* 0,816* 1,756*
pH 6,0 0,064 0,12 0,536* 0,922 1,698*
pH 7,0 0,001 0,014 0,212 1,010 1,793
pH 8,5 0,002 0,009 0,135 0,827 1,728

Beispiel 3: Teilneutralisation mit NaOH:

[0075] Die Teilneutralisation erfolgte analog zu Beispiel 2, mit der Ausnahme, dass Anstelle von KOH eine 50 Gew.
%ige NaOH Ldsung verwendet wurde.

Beispiel 4: Teilneutralisation mit NH,OH:

[0076] DieinBeispiel 1 erhaltene, hochkonzentrierte, saure Rhamnolipidsuspension wurde durch Zugabe von Wasser
auf einen Rhamnolipidgehalt von 34,6 Gew.% eingestellt, die einen pH-Wert von 3,18 hatte. Es wurden 113 g dieser
Suspension entnommen und unter stdndigem Rihren wurden 3,64 g einer 25 Gew. %igen NH,OH Lésungen zugegeben.
Hierbei kam es zu einer vollstdndigen Verflissigung und es stellte sich ein pH-Wert von 5,63 ein.

Beispiel 5: Teilneutralisation mit Ca(OH),

[0077] Zu 101 g einer sauren Rhamnolipidsuspension mit 34,6 Gew.% Rhamnolipid und einem pH-Wert von 3,18
wurden 2 g Ca(OH), gegeben und die resultierende Feststoffsuspension 2 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Hierbei
kam es zu einer vollstdndigen Verflissigung und es stellte sich ein pH-Wert von 5,72 ein.

Beispiel 6: Teilneutralisation mit Mg(OH),

[0078] Zu 95 g einer sauren Rhamnolipidsuspension mit 34,6 Gew.% Rhamnolipid und einem pH-Wert von 3,18

wurden 1,69 g Mg(OH), gegeben und die resultierende Feststoffsuspension iber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.
Hierbei kam es zu einer vollstdndigen Verflissigung und es stellte sich ein pH-Wert von 6,06 ein.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 3 023 431 A1
Beispiel 7: Teilneutralisation mit 2-Aminoethanol (MEA)

[0079] Die Fermentation und Aufarbeitung der Rhamnolipide wurde analog zu Beispiel 1 durchgefiihrt, mit der Aus-
nahme, dass flr den Fallungsschritt lediglich auf pH = 3,8 angesduert wurde. Die erhaltene Rhamnolipidsuspension
wurde durch Wasserzugabe auf einen Rhamnolipidgehalt von 40 Gew.% eingestellt und in mehrer Teile von 50 g
aufgeteilt. Dann wurden unter stdndigem Rihren 2,28 g Monoethanolamin (Reinheit > 99 %) zu einem der Teile zuge-
geben, was zu einer Verflissigung und zum Aufklaren der Lésung fiihrte. Der pH-Wert der erhaltenen Lésung war 6,0.

Beispiel 8: Teilneutralisation mit Triethanolamin (TEA)

[0080] Zu 50 g einer 40 Gew.% Rhamnolipidsuspension, pH = 3,8 (vgl. Beispiel 7) wurden unter stdndigem Rihren
6,8 g Triethanolamin (Reinheit > 99 %) gegeben. Dies fihrte zur Verflissigung zum Aufklaren der Lésung. Der pH-Wert
der erhaltenen Lésung betrug 6,2.

Beispiel 9: Teilneutralisation mit Monoisopropanolamin (MIPA)

[0081] Zu 50 g einer 40 Gew.% Rhamnolipidsuspension, pH = 3,8 (vgl. Beispiel 7) wurden unter stdndigem Rihren
2,76 g MIPA (Reinheit > 99 %)gegeben. Dies fuhrte zur Verflissigung zum Aufklaren der Lésung. Der pH-Wert der
erhaltenen Lésung betrug 6,2.

Beispiel 10: Teilneutralisation mit Cholinhydroxid

[0082] Zu 50 g einer 40 Gew.% Rhamnolipidsuspension, pH = 3,8 (vgl. Beispiel 7) wurden unter stdndigem Rihren
9,4 g Cholinhydroxid (46 Gew.% L&sung) gegeben. Dies fuhrte zur Verflissigung zum Aufklaren der Lésung. Der pH-
Wert der erhaltenen Lésung betrug 6,2.

Patentanspriiche

1. Zusammensetzung enthaltend
30 Gew.-% bis 70 Gew.-%, bevorzugt 35 Gew.-% bis 60 Gew.-%, besonders bevorzugt 40 Gew.-% bis 50 Gew.-
%, mindestens eines Rhamnolipides und
30 Gew.-% bis 70 Gew.-%, bevorzugt 40 Gew.-% bis 65 Gew.-%, besonders bevorzugt 50 Gew.-% bis 60 Gew.-
%, Wasser
wobei sich die Gewichtsprozente auf die Gesamtzusammensetzung beziehen, dadurch gekennzeichnet, dass
der pH-Wert der Zusammensetzung bei 25 °C von 5,5 bis < 7,0 bevorzugt von 5,6 bis 6,2, besonders bevorzugt
von 5,6 bis 6,0, betragt.

2. Zusammensetzung gemanl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Gesamtrockenmasse 40 Gew.-% bis
98 Gew.-%, bevorzugt 50 Gew.-% bis 95 Gew.-%, besonders bevorzugt 60 Gew.-% bis 90 Gew.-%, Rhamnolipide
enthalt, wobei sich die Gewichtsprozente auf die Gesamttrockenmasse beziehen.

3. Zusammensetzung gemal Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Kationen der enthaltenen
Rhamnolipid-Salze ausgewéhlt sind aus der Gruppe umfassend, bevorzugt bestehend aus, Li*, Na*, K*, Mg2*,
Ca?+, AI3+, NH,*, primdre Ammoniumionen, sekunddre Ammoniumionen, tertidfre Ammoniumionen und quaternare
Ammoniumionen.

4. Zusammensetzung gemafl mindestens einem der vorherigen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass sie
50 Gew.-% bis 99 Gew.-%, bevorzugt 70 Gew.-% bis 95 Gew.-%, besonders bevorzugt 85 Gew.-% bis 90 Gew.-
%, Rhamnolipid-Anionen enthalt, wobei sich die Gew.-% auf alle in der Zusammensetzung enthaltenen Anionen
ohne OH- bezieht.

5. Zusammensetzung gemafl mindestens einem der vorherigen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass sie
51 Gew.-% bis 95 Gew.-% diRL-C10C10
enthélt,
wobei sich die Gewichtsprozente auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

10.

1.

12.

13.

14.

15.

EP 3 023 431 A1

Zusammensetzung gemafl mindestens einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass sie
0,5 Gew.-% bis 9 Gew.-% monoRL-C10C10

enthélt,

wobei sich die Gewichtsprozente auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen.

Zusammensetzung gemal mindestens einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das
Gewichtsverhaltnis von allen enthaltenen di-Rhamnolipiden zu allen enthaltenen mono-Rhamnolipiden groRer 51:49,

insbesondere gréRer 91:9, bevorzugt groler 97:3, besonders bevorzugt groRer 98:2, ist.

Zusammensetzung gemaf mindestens einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass sie
0,5 bis 25 Gew.-% diRL-C10C12

enthélt,

wobei sich die Gewichtsprozente auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen.

Zusammensetzung gemaf mindestens einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass sie
0,1 Gew.-% bis 5 Gew.-% monoRL-C10C12 und/oder, bevorzugt und

0,1 Gew.-% bis 5 Gew.-% monoRL-C10C12:1,

enthélt,

wobei sich die Gewichtsprozente auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen.

Zusammensetzung gemafl mindestens einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass sie
0,5 Gew.-% bis 15 Gew.-% diRL-C10C12:1,

0,5 bis 25 Gew.-% diRL-C10C12,

0,1 Gew.-% bis 5 Gew.-% monoRL-C10C12 und

0,1 Gew.-% bis 5 Gew.-% monoRL-C10C12:1,

enthélt,

wobei sich die Gewichtsprozente auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen.

Zusammensetzung gemaf mindestens einem der vorherigen Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass sie

0 Gew.-% bis 5 Gew.-% diRLC10

enthélt,

wobei sich die Gewichtsprozente auf die Summe aller enthaltenen Rhamnolipide beziehen.

Verfahren zur Herstellung einer Ldsung von Rhamnolipiden umfassend die Schritte

a) Bereitstellen einer Zusammensetzung enthaltend

30 Gew.-% bis 70 Gew.-%, bevorzugt 35 Gew.-% bis 60 Gew.-%, besonders bevorzugt 40 Gew.-% bis 50 Gew.-
%, mindestens eines Rhamnolipides wobei sich die Gewichtsprozente auf die Gesamtzusammensetzung be-
ziehen, mit einem pH-Wert bei 25 °C von 1,0 bis 5,0, bevorzugt von 2,5 bis 4,0, besonders bevorzugt von 3,0
bis 3,5,

b) Einstellen des pH-Wertes der Zusammensetzung auf von 5,5 bis < 7,0, bevorzugt auf von 5,6 bis 6,2,
besonders bevorzugt auf von 5,6 bis 6,0, und

c) Einstellen des Wassergehaltes der Gesamtzusammensetzung auf 30 Gew.-% bis 70 Gew.-%, bevorzugt 40
Gew.-% bis 65 Gew.-%, besonders bevorzugt 50 Gew.-% bis 60 Gew.-%, Wasser und des Rhamnolipidgehaltes
der Gesamtzusammensetzung auf 30 Gew.-% bis 70 Gew.-%, bevorzugt 35 Gew.-% bis 60 Gew.-%, besonders
bevorzugt 40 Gew.-% bis 50 Gew.-%, Rhamnolipide.

Verfahren gemaf Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das Rhamnolipid in der in Verfahrensschritt a)

bereitgestellten Zusammensetzung mindestens teilweise dispers vorliegt.

Verfahren gemaf Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass in Verfahrensschritt b) der pH-Wert durch

Zugabe einer organischen oder anorganischen Base, bevorzugt in konzentrierter Form, eingestellt wird.

Salz mindestens eines Rhamnolipides, dadurch gekennzeichnet dass es mindestens ein Kation enthalt, ausge-
wiahlt aus der Gruppe umfassend, bevorzugt bestehend aus, Li*, K¥, Mg2*, Ca2*, AI3*, NH,*, prim&re Ammonium-
ionen, sekundare Ammoniumionen, tertiare Ammoniumionen und quaterndre Ammoniumionen, besonders bevor-

zugt bestehend aus Li*, A3, NH4* und das Triethanolammonium-Kation.
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Erfindungen, namlich:

1. Anspriiche: 1-14

Zusammensetzung enthaltend mindestens ein Rhamnolipid und
Wasser dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert bei 25°C 5,5
bis < 7,0 betragt und Verfahren zur Herstellung einer LOsung
von Rhamnolipiden mit einem pH-Wert von 5,5 bis < 7,0.

2. Anspruch: 15

Salz mindestens eines Rhamnolipids.
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ANHANG ZUM EUBOPI\ISCHEN RECHERCHENBERICHT
UBER DIE EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG NR. EP 14 19 3779

In diesem Anhang sind die Mitglieder der Patentfamilien der im obengenannten europaischen Recherchenbericht angefuhrten
Patentdokumente angegeben.

Die Angaben Uber die Familienmitglieder entsprechen dem Stand der Datei des Europaischen Patentamts am

Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erfolgen ohne Gewahr.

22-05-2015
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angeflihrtes Patentdokument Verdffentlichung Patentfamilie Verdffentlichung
DE 102012221519 Al 28-05-2014 BR 102013029433 A2 23-09-2014
CA 2835098 Al 26-05-2014
CN 103833800 A 04-06-2014
DE 102012221519 Al 28-05-2014
EP 2735605 Al 28-05-2014
JP 2014111595 A 19-06-2014
US 2014148588 Al 29-05-2014

Far nahere Einzelheiten zu diesem Anhang : siehe Amtsblatt des Europaischen Patentamts, Nr.12/82
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IN DER BESCHREIBUNG AUFGEFUHRTE DOKUMENTE
Diese Liste der vom Anmelder aufgefiihrten Dokumente wurde ausschlie3lich zur Information des Lesers aufgenommen
und ist nicht Bestandteil des europdischen Patentdokumentes. Sie wurde mit gré3ter Sorgfalt zusammengestellt; das
EPA tibernimmt jedoch keinerlei Haftung fiir etwaige Fehler oder Auslassungen.
In der Beschreibung aufgefiihrte Patentdokumente
¢ US 20130130319 A [0002] e US 2014296168 A [0073]
* DE 4237334 A1[0006] ¢ WO 2012013554 A1[0073]
« DE 102012221519 A1 [0009]

In der Beschreibung aufgefiihrte Nicht-Patentliteratur

«  ABDEL-MAWGOUD et al. Appl Biochem Biotech- ~ +  ISO 4319, 1977 [0032]
nol., Mai 2009, vol. 157 (2), 329-45 [0007]
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